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. RESUMEN

El metotrexato (MTX) es un farmaco seguro y eficaz en el tratamiento de la artritis
reumatoide (AR), sin embargo, algunos pacientes presentan una pobre respuesta
terapéutica, o manifestaciones adversas y toxicas relacionadas con el consumo del
farmaco. Se ha descrito que, polimorfismos en los genes de proteinas involucradas
en el metabolismo del MTX pueden estar involucrados en la variabilidad de la
respuesta a la terapia en AR. Objetivo. Evaluar la asociacion de los polimorfismos
de los genes FPGS (rs1544105 -2572 C>T) y GGH (rs11545078 452C>T vy
rs3758149 -401 C>T) con marcadores de toxicidad y de respuesta al tratamiento con
MTX en pacientes con AR. Material y métodos. 159 pacientes atendidos en el
Hospital General de Chilpancingo., Gro, fueron evaluados. Se determinaron
pardmetros clinicos, dosis promedio de MTX prescrita, marcadores de inflamacion y
frecuencia de eventos adversos asociados al consumo de MTX. Ademas, se
determinaron pardmetros de toxicidad hepética y renal a partir del analisis bioquimico
de las muestras y pardmetros hematologicos. La identificacion de los polimorfismos
en los genes de FPGS y GGH se realiz6 mediante el método PCR-RFLP. El analisis
de los datos se realiz6 utilizando los softwares STATA. v13.0, SHEsis y GraphPad
Prims. Resultados. Los pacientes con AR presentaron alteracién de los parametros
de funcion hepatica, renal, y eventos adversos asociados al consumo de MTX. Una
proporcion aproximada del 50% presentd parametros de pobre respuesta al
tratamiento. El haplotipo TC de los polimorfismos -401 C>T y 452C>T de GGH se
asocio con pobre respuesta al tratamiento y niveles de urea alterados, mientras que
el haplotipo TT se asocié con la presencia de parametros de funcién hepatica
elevados a bajas dosis de MTX administrado. El polimorfismo -2572 de FPGS se
asocié principalmente con niveles de acido Urico alterados y la presencia de ulceras
orales. Conclusion. Los polimorfismos en el gen GGH y FPGS se asocian (OR,
p<0.05) con la presencia de eventos toxicos, adversos y de pobre respuesta al

tratamiento con MTX en pacientes con AR del estado de guerrero, méxico.

Palabras clave: Metotrexato, polimorfismos, FPGS, GGH, artritis reumatoide,
toxicidad.
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II. ABSTRACT

Methotrexate (MTX) is a safe and effective drug used to treatment of rheumatoid
arthritis (RA), however, some patients have a poor therapeutic response or adverse
and toxic manifestations related to MTX use. It has been described that
polymorphisms in the genes involved in MTX metabolism may be involved in the
variability of the response to therapy in RA patients. Objective. To evaluate the
association of polymorphisms of the genes FPGS (rs1544105 -2572 C> T) and GGH
(rs11545078 452C> T and rs3758149 -401 C> T) with markers of toxicity and
response to MTX treatment in patients with RA. Material and methods. 159 patients
attended in the General Hospital of Chilpancingo., Gro, were evaluated. Clinical
parameters, average dose of prescribed MTX, markers of inflammation, frequency of
adverse events associated with MTX consumption were determined. In addition,
hepatic and renal parameters were determined from the biochemical analysis of the
samples and hematological parameters. The polymorphisms in FPGS and GGH
genes were identified using the PCR-RFLP method. Data analysis was performed
using software’s; STATA v13.0, SHEsis and GraphPad Prims. Results. The RA
patients had hepatic parameters and of renal function impaired, and adverse events
associated with MTX consumption. Approximately 50% patients showed parameters
of poor response to treatment. The haplotype CT (-401 C> T and 452C> T of GGH)
was associated with poor treatment response and impaired urea levels, while the TT
haplotype was associated to the presence of elevated hepatic parameters, inclusive
at low doses of MTX administered. FPGS -2572 polymorphism was primarily
associated with altered uric acid levels and oral ulcers presence. Conclusion.
Polymorphisms in the GGH and FPGS genes are positively associated with the
presence of toxic, adverse events and poor response to MTX treatment in patients

with RA from guerrero state, meéxico.

Keywords: Methotrexate, polymorphisms, FPGS, GGH, rheumatoid arthritis, toxicity.
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lIl. INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR) es uno de los trastornos autoinmunes mas comunes, de
etiologia multifactorial que incluye factores de susceptibilidad genética y del entorno
de los pacientes (Chauhan y Al-Dhahir, 2019). Representa una enfermedad cronica,
sistémica y progresiva, que evoluciona hacia el dafio articular e incapacidad funcional

si no se diagnostica y trata oportunamente (Morales, 2013).

Los signos y sintomas relacionados con la enfermedad, tales como el dolor, la
inflamacion y rigidez, se deben a la infiltracidbn intra articular de células
proinflamatorias, asi como a la activacion de fibroblastos que residen en las
articulaciones afectadas y que adoptan un fenotipo “cuasi maligno”, caracterizado por
la formacion del pannus resultante de la hiperplasia sinovial que invade el cartilago
adyacente y por la sintesis de citocinas que promueven la inflamacién y produccion
de enzimas proteoliticas que conducen al dafio estructural del cartilago, hueso y
tenddn (Isaacs, 2010). En la Figura 1 se representan los mecanismos celulares que

conllevan al dafio en las articulaciones de pacientes con AR (Zampeli, et al., 2015).

Existen diversas herramientas de medicion de la actividad clinica en los pacientes
con AR, asi como de la capacidad funcional, el dafio estructural, la calidad de vida,
asi como de la respuesta al tratamiento. Los criterios de respuesta al tratamiento de
la EULAR (Liga Europea Contra el Reumatismo, del inglés The European League
Against Rheumatism) clasifican a los pacientes como “no respondedores”,
“‘moderadamente respondedores” o “buenos respondedores”, dependiendo del nivel
de actividad clinica y del cambio en la actividad de la enfermedad a través del
tiempo, utilizando puntaje de actividad de la enfermedad valorado en 28
articulaciones (DAS28) (DAS del inglés, The development of the disease activity

score) (Van Riel y Renskers, 2014).
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Figura 1l.Fisiopatologia de la artritis reumatoide. Las células presentadoras de antigeno (APC) presentan
antigenos propios o no propios de las células T, que se diferencian en células Thl o Th17, sus productos
secretados inducen la segregacion de citocinas proinflamatorias por parte de los los macréfagos y promueven la
activacion y diferenciacion de LB a células plasmaticas productoras de auto anticuerpos. Los anticuerpos pueden
unirse a los receptores del complemento y/o los receptores Fc en macréfagos, aumentando la secrecion de TNF,
IL-1 e IL-6. Estas citoquinas conducen a las manifestaciones clinicas y de laboratorio de la AR, asi como al dafio
del cartilago y hueso, principalmente a través del sistema RANKL/RANK que conduce a la activacion de
condrocitos y osteoclastos. También pueden alterar y activar la diferenciacién y la funcion de las células T y las
células B. Las células Treg pueden inhibir la funcion de las células Thly Th17 en un entorno fisiolégico, pero son
inhibidas por las citoquinas producidas en este entorno inflamatorio. Tomado de Zampeli et al., 2015.

La EULAR ha disefiado los esquemas terapéuticos para el tratamiento de la AR,
recomendando el uso de medicamentos antirreumaticos denominados farmacos
modificadores de la enfermedad (DMARDSs, del inglés disease-modifying antirheumatic
drugs). Estos incluyen agentes quimicos, como el metotrexato (MTX),
hidroxicloroquina o cloroquina, sulfasalazina y leflunomida; DMARDs que pueden
acompanfarse con glucocorticoides (GC) (Smolen, et al., 2016). Estos medicamentos
pueden detener, o al menos minimizar, la progresién del dafio articular y se pueden
utilizar en monoterapia o terapia combinada en funcion de la respuesta al tratamiento
(Smolen et al., 2017).

La EULAR recomienda como primera linea de tratamiento el uso de MTX (25 mg /
semana, dosis tope) combinado con bajas dosis de GC a corto plazo, con el objetivo
de que el paciente presente una mejora >50% después de 3 meses bajo tratamiento,
y el control de la AR dentro de los 6 meses siguientes; si no hay respuesta al
tratamiento se recomienda la combinacién con otros DMARDSs sintéticos o de tipo

biolégico. (Smolen et al.,, 2017), asi como el uso temporal de farmacos
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antiinflamatorios no esteroideos (AINES), a fin de reducir el dolor, la rigidez y mejorar
la funcion fisica, mientras que los glucocorticoides ofrecen efectos rapidos
sintomaticos y modificadores de la enfermedad, aunque su consumo a largo plazo de

asocia con efectos secundarios graves (Smolen et al., 2016).

La administracion intramuscular de MTX ayuda en la reduccién del principal efecto
secundario asociado con la ingesta por via oral, las nauseas. En las dosis
tipicamente utilizadas en el tratamiento de AR, la biodisponibilidad del metotrexato
oral varia considerablemente entre individuos, en general es de aproximadamente el
70%. EI MTX es un analogo del &cido félico, por lo que su absorcién intracelular tiene
lugar a través del transportador reducido de folato (RFC). La biodisponibilidad del
farmaco es mediada por el RFC1, en el intestino delgado superior, sitio que exibe
una mayor expresion de este transpotador (Yuasa, Inoue y Hayashi, 2009). Una vez
dentro de la célula, el MTX sufre modificaciones que le permiten su permanencia o
salida de la célula. La enzima folilpoliglutamato sintetasa (FPGS) agrega residuos de
glutamato a la molécula, dando como resultado poliglutamatos de MTX. El MTX
poliglutamado se une de manera competitiva y con mayor afinidad a las enzimas
blanco de la dehidrofolato reductasa que convierten el dihidrofolato en
tetrahidrofolato, una lanzadera del grupo metilo requerida para la sintesis de novo de
purinas (Korell et al., 2014). La vida media del MTX en suero es de 6 a 8 horas
posterior a su administracion y es indetectable en suero después de 24 horas (Tian y
Cronstein, 2007).

Los poliglutamatos de metotrexato (MTXPG) se almacenan en los tejidos, incluidos el
higado y los eritrocitos, durante periodos prolongados de tiempo. EI mecanismo de
accion descrito del MTX consiste en el bloqueo de la sintesis de purinas y pirimidinas
al inhibir varias enzimas clave. La inhibicién de la dihidrofolato reductasa (DHFR)
disminuye los niveles de tetrahidrofolato (THF), lo que da como resultado una
metilacion de DNA atenuada, asi como la inhibicion de la timidilato sintetasa (TS) una
ezima encargada de la sintesis de novo de bases puricas y pirimidicas, interfiriendo
la sintesis de ADN. Los metabolitos intermediarios de la via para la sintesis de

purinas y pirimidinas son responsables de efectos secundarios como, la toxicidad
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hepatica, estomatitis y la supresion de la médula 6sea. El efecto farmacologico del
MTX a partir de la inhibicion de la sintesis de purina y pirimidina y de la supresion de
las reacciones de transmetilacion resultan en la reduccion de la proliferacion de
células dependientes de antigeno y la liberacion de adenosina, regulando el proceso
inflamatorio (Tian y Cronstein, 2007). En la Figura 2 se representa el metabolismo
celular de los folatos (MTX) (Organista et al., 2013).

DM A

1

dTMP

Methylated DNA and DHF

methylated proteins : J
‘\ 5-CH3-THF E THF

Figura 2. Metabolismo celular del metotrexato. El metotrexato ingresa a las células a través del transportador
reducido de folato (RFC1) u otros sistemas de transporte. Su principal blanco intracelular es la enzima dihidrofolato
reductasa (DHFR), cuya inhibicién da como resultado la acumulacién de dihidrofolato (DHF) y el agotamiento de los
folatos celulares. La folilpoliglutamil sintasa citosélica (FPGS) agrega residuos de glutamato al metotrexato para
producir poliglutamatos de metotrexato (MTXPG), los cuales son retenidos por la célula y el resultado aumenta la
eficacia del metotrexato. La adicion de residuos de glutamato al metotrexato también aumenta su afinidad por otras
enzimas diana timidilato sintetasa (TS) y dihidrofolato reductasa (DHFR)]. Otras enzimas que se ven afectadas
indirectamente por el metotrexato son: 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) y metilentetrahidrofolato
deshidrogenasa (MTHFD1). dTMP, monofosfato de desoxitimidina; dUMP, desoxiuridina monofosfato; THF,
tetrahidrofolato. Tomado de Organista et al., 2013.
El MTX puede abandonar la célula a través de transportadores de salida, los
residuos de glutamato deben ser removidos, estableciéndose una tasa de
poliglutamacién que esta determinada por la actividad de FPGS, pero también de la
enzima y-glutamato hidrolasa (GGH). La remocion de los residuos de glutamato por
la GGH permite la salida del MTX de la célula, limitando su efecto cronico y toxicidad
de la célula (Korell et al.,, 2014). Para salir de la célula, el MTX depende
completamente de la funcion de transportadores especificos que pertenecen a las
dos superfamilias principales, los transportadores de portadores de soluto y los

transportadores de casete de unién a ATP (Inoue y Yuasa, 2014). El MTX se elimina
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del cuerpo a través de vias biliares y urinarias. La mayor parte del farmaco excretado
en la bilis pasa a través del intestino y se elimina en las heces, pero también esta
sujeto a una reabsorcion intestinal parcial y al metabolismo por bacterias entéricas.
La excrecion de MTX por el rifidn a través de la orina es el resultado de la filtracion

glomerular y la secrecion tubular (Morrison et al., 1987).

Dosis altas de MTX disminuyen la biodisponibilidad, y se atribuye a que el receptor
de folato es saturado, lo que limita la captacion de MTX independientemente de la
dosis usada. Otro evento importante esta relacionado con la agregacion de residuos
de glutamato. La adicidon de estos residuos prolonga la vida media del MTX durante

dias o0 meses dentro de las células (Cronstein, 2005).

En un ensayo experimental con ratas macho tratadas con MTX en dosis altas, se
observé que 5 dias después de la administracion del farmaco, las ratas presentaron
alteraciones en biomarcadores séricos de lesion renal, asi como en marcadores de
estrés oxidativo lo que indica un efecto téxico relacionado con el tratamiento
(Heidariet al., 2018). Uno de los mecanismos para la eliminacion de xenobioticos
(MTX) es mediada por citocromos, en el caso del MTX el P450 es la principal enzima
involucrada en el aclaramiento del MTX y se ha observado que el MTX puede
modular las concentraciones de RNAm del citocromo P450, lo que podria contribuir

con la toxicidad principalmente a nivel hepatico (Cheung et al., 1996).

Un porcentaje significativo de pacientes puede presentar reacciones adversas al
MTX, por lo que interrumpen el consumo del farmaco (Roméao et al., 2014).
Habitualmente, el MTX es bien tolerado, pero en pacientes susceptibles puede
provocar efectos adversos a nivel hematoldgico, gastrointestinal, hepatico, cutaneo,
neurolégico o pulmonar, algunos de los cuales pueden ser graves, por lo que
requiere una cuidadosa y analitica monitorizacion clinica (Tornero et al., 2016). La
toxicidad y la respuesta de los pacientes a MTX tienen diferentes causas, incluidas
caracteristicas genéticas y bioldgicas.

En un estudio realizado por Dervieux et al., 2010 se reportd que, el incremento en la
edad de los pacientes, se relaciona con el mantenimiento de niveles maximos de

MTX por un mayor tiempo, asi como la disminucién de la tasa de filtracion glomerular

QR.P, José Manuel Ng”em Maldonado

( 1
L 8 J



también conlleva a un incremento de los niveles maximos de MTX. Una mayor
exposicién o una escalada en la dosis de MTX produce una acumulacién selectiva de
MTXPG de cadena larga; de igual manera, la via de administracion tiene un papel
importante en la biodisponibilidad de MTX (Dervieux et al., 2010). El MTXPG de
cadena larga tiene una mayor vida media en comparacion con el de cadena corta, lo
cual puede generar toxicidad cuando la administracion del MTX es por tiempo

prolongado.

La elevacion de las aminotransferasas (transaminitis 2-3 veces los valores normales)
es una reaccion adversa importante observada con el uso a largo plazo de MTX
Sotoudehmanesh et al., 2010 observaron que de 286 pacientes, el 23.7% padecian
transaminitis (Sotoudehmanesh et al., 2010). Otras alteraciones hematologicas o
renales han sido asociadas con el uso de MTX. Dorababu et al., 2012, reportaron
una reduccion en el recuento total de leucocitos dependiente de la dosis de uso del
MTX. En un estudio retrospectivo realizado por May et al., 2014 en 194 pacientes
tratados con HDMTX (metotrexato a altas dosis), la toxicidad renal se produjo en el
9.1% (May et al., 2014). La alteracion renal podria contribuir a la alteracién de las
concentraciones plasméticas del MTX, asociandose a la manifestacion de otros

efectos adverso-téxicos.

Los polimorfismos pueden dar lugar a variaciones funcionales relacionadas con la
susceptibilidad al desarrollo de una enfermedad. Estas variaciones en el DNA
pueden estar localizadas en la region promotora del gen, influenciando la actividad
transcripcional de ésta; en intrones, modulando la estabilidad de la proteina; o en
sitios de “splicing” (Caratachea., 2007). Se han descrito polimorfismos en las
enzimas encargadas del metabolismo del MTX que por su localizacion en el gen se
han relacionado con cambios en la respuesta al tratamiento al modificar la actividad o

la cantidad de las enzimas (Oppeneer et al., 2012).

El polimorfismo -401C>T de GGH, localizado en el promotor del gen, revel6 en un
ensayo de luciferasa que la presencia del polimorfismo, incrementa en 1.6 a 2 veces
la actividad del promotor de GGH. En las células MCF-7, las variantes polimorficas

de los SNP -401 C>T y —-124 T> G se relacionaron con una intensidad de luciferasa
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media significativamente mayor, con respecto a la cuantificada en células portadores
del alelo silvestre. El polimorfismo en +452 cambia el codén 127 de la proteina GGH,
generando un cambio de treonina a isoleucina, reportandose que el cambio de
aminoacidos disminuye la actividad enzimatica (Chave et al., 2003). Por otra parte,
se ha descrito que el polimorfismo -2572 C>T de FPGS ubicado en la regiéon 5°UTR
funciona como un silenciador transcripcional disminuyendo los niveles de RNAm de
FPGS (Liu et al., 2013).

Un estudio que analizé los polimorfismos FPGS rs1544105 -2572 C>T, GGH
rs3758149 -401 C>T y MTHFR rs1801133 C>T de 91 nifilos con leucemia
linfoblastica aguda que recibieron altas dosis de MTX por encima del umbral
terapéutico (40 pmol/l), mostr6 una asociacion entre los polimorfismos y la
concentracion de MTX circulante, mostrando que estos polimorfismos contribuyen a
la variabilidad de la farmacocinética de MTX (Wang et al., 2014).

Ademas, en una poblacion hindu de 322 pacientes con AR tratados con MTX, a los
gue se les realizd un estudio en busca de variantes genéticas de las proteinas GGH,
SHMT1 y TS relacionadas con eventos adversos en respuesta al tratamiento con
MTX. Observaron que el 29% (49 de 170) de los pacientes que presentaron eventos
adversos recibian una dosis elevada de MTX. De manera patrticular se observé que
los pacientes con genotipo GGH -401 TT recibian dosis mas altas de MTX (215
mg/semana, p=0.01) y el incremento en las dosis se correlacion6 con una mayor
incidencia de eventos adversos (p<0.001) (Ghodke et al., 2015). Estos antecedentes
evidencian el papel de los polimorfismos en los genes de la ruta del folato en la

variacion interpaciente en la eficacia y toxicidad del MTX.

La farmacogenética del tratamiento con MTX en la AR es compleja y multigénica, con
complejas interacciones entre genes Yy variabilidad entre individuos y entre
poblaciones (James et al., 2008). La prevalencia de la artritis reumatoide en México
es de 1.6%, siendo la primera causa de atencion en el Servicio de Reumatologia en

hospitales de segundo nivel.
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El metotrexato es considerado el tratamiento antirreumatico de primera linea en el
tratamiento de la enfermedad, y es un farmaco clave en la mayoria de las terapias
combinadas, sin embargo, los pacientes pueden presentar una respuesta
interindividual variable a su uso, asi como también efectos adversos o tOxicos
asociada a la variabilidad genética. Los pacientes con AR originarios del sur de
México han mostrado el uso de MTX a dosis tope, 0 su combinacion con otros
DMARDSs, por lo tanto, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el papel de los
polimorfismos en los genes FPGS (-2572 C/T) y GGH (-401 C/T y 452 C/T), a fin de
identificar variantes genéticas candidatas a considerar en el tratamiento, monitoreo

de la toxicidad y respuesta al tratamiento con MTX.
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IV. MATERIAL Y METODOS
Datos de la poblacion

Se llevd a cabo un estudio de disefio transversal en el que se evaluaron las
caracteristicas clinicas de los pacientes, asi como marcadores de toxicidad y de
respuesta al tratamiento, para esta Ultimo se consider6 el puntaje DAS28-ESR, que
categoriza a los pacientes en remisién (<2.6), baja actividad (2.6-3.2), actividad
moderada (>3.2-<5.1) y alta actividad (>5.1).

En un estudio de cohorte de 5,903 pacientes, se definid la toxicidad hepatica por
MTX como cualquier elevacion de alanina transaminasa (ALT) o aspartato
transferasa (AST) mayor de dos veces el limite superior de la normalidad (> 2LSN),
ya que en biopsias obtenidas de los pacientes asociaron estos valores con cambios
en la arquitectura celular hepética (Lin et al.,, 2015). Y de acuerdo a las
recomendaciones dadas por Romao al iniciar el tratamiento con MTX o al aumentar
la dosis, se debe realizar pruebas ALT con o sin AST, creatinina y conteo sanguineo
completo cada 1 a 1.5 meses hasta que se alcance una dosis estable y cada 1 a 3
meses después de la ultima medicién y suspender o disminuir la dosis de MTX ante
la evidencia de una alteracion hepatica hasta regresar a los niveles normales
(Roméo et al., 2013). En el caso de la toxicidad renal, May et al., 2014a utilizaron los
criterios del National Cancer Institute (USA) para eventos adversos (CTCAE) v4.03,
en este estudio clasifican la toxicidad en grados; asignando la categoria de toxicidad
grado 1 = creatinina sérica (SCr) >1.1-1.5 x limite superior de la normalidad (LSN);
grado 2 = >1.5-3.0 LSN; grado 3 = >3.0-6.0 LSN; grado 4 => 6.0x LSN. Para
determinar toxicidad hematica se consideraran valores alterados en las poblaciones
celulares que determinen principalmente neutropenia, leucopenia y trombocitopenia
(Koomdee et al., 2012).

Analisis de laboratorio

Se obtuvieron por puncion venosa de 6 a 10 mL de sangre periférica, de los cuales 5
mL fueron depositados en un tubo sin anticoagulante para la obtencién de suero, el
resto de la sangre se depositd en un tubo con EDTA, a partir de la cual se determiné

la velocidad de sedimentacion globular (VSG) (método de Wintrobe), una biometria

QR.P, José Manuel Ng”em Maldonado

12 }

—



hematica para valorar la presencia de anemia, leucopenia, leucocitosis Yy
trombocitopenia, asi como también se realizo la extraccion de DNA gendmico a partir

de mononucleares de sangre periférica mediante la técnica de Miller.

A partir del suero obtenido se realizaron las determinaciones bioquimicas y
serolégicas. Para determinar toxicidad por MTX se consideraron los pardmetros
bioquimicos de funcion hepéatica como; alanina aminotransferasa (AST o TGO),
aspartato aminotransferasa (ALT o TGP), gamma glutamil transpeptidasa (GGT),
fosfatasa alcalina (ALP), lactato deshidrogenasa (LDH), asi como las proteinas
totales, albumina y bilirrubina directa e indirecta (Sekisui Diagnostics; Lexington,
Estados Unidos) y para determinar los efectos toxicos renales se midid urea,
creatinina (Sekisui Diagnostics; Lexington, Estados Unidos) y acido arico (ELITech
Clinical Systems; Paris, Francia). Ademas de considerar el puntaje DAS28 para
establecer respuesta al tratamiento definido por la presencia de baja actividad o
remision de la enfermedad. Los niveles de anticuerpos contra péptidos citrulinados
ciclicos (anti-CCP) son considerados un parametro de actividad y mal prondstico
clinico, por lo que fueron evaluados empleando el método de ELISA tipo sandwich
(Axis-Shield; Dundee, Escocia).

Durante la evaluacion clinica de los pacientes, se interrog6 sobre la frecuencia de la
ocurrencia de algunos sintomas considerados eventos adversos del consumo del
MTX, entre ellos la presencia de nauseas, dolor abdominal, diarrea, vomito, dolor de

cabeza, debilidad, resequedad y caida de cabello.
Identificacién de los polimorfismos por PCR-RFLP

La identificacion de los polimorfismos en los genes de FPGS y GGH se realiz6
mediante el método de Reaccidén en Cadena de la Polimerasa y Polimorfismos en la
Longitud de los Fragmentos de Restriccion, del inglés PCR-RFLP; Polimerase Chain
Reaction- Restriction Fragment Length Polymorphism, utilizando las condiciones
descritas en el Cuadro 1., Los productos de PCR y de digestion fueron observados

en geles de poliacrilamida tefiidos con nitrato de plata (Cuadro 2).
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Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se llevo a cabo utilizando los programas estadisticos STATA
v.13.0, SHEsis y GradhPad Prims. Se determinaron las frecuencias absolutas y
relativas para las variables cualitativas y los genotipos de los polimorfismos de FGPS
y GGH, comparandolas entre grupos mediante la prueba de X?. Para las variables
cuantitativas se determinaron medidas de tendencia central para variables no
paramétricas. Los haplotipos entre ambos loci del gen GGH fueron inferidos
utilizando el software en su version online. Para determinar la relacion y asociacion
entre los parametros de toxicidad y eventos adversos se realizaron modelos de
regresion logistica. Los valores de p<0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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Cuadro 1. Caracteristicas de los iniciadores y condiciones de PCR-RFLP utilizados para el estudio de los polimorfismos en los genes de GGH y

FPGS en pacientes con artritis reumatoide.

Polimorfismo | Iniciadores sentido y antisentido Condiciones de PCR-RFLP Enzima Pares base (pb)
PPCR y genotipos
-401 CIT F5-CGCTGCCTGGTTACCAAACT-3' 20 pL: 1X buffer, 1.2 mM MgClz, 0.4 nM dNTP, BslI PPCR (109 pb)
GGH R5-TGTTACGTCGATGTGGACTTCAG-3' | 0.4 mM de cada oligonucleétido, 0.02 U/uL de CC:61y 48 pb
Taq polimerasa y 1.5 pug de DNA gendémico.Las CT:109, 61y 48 pb
condiciones utilizadas fueron: 1 ciclo a 95°C TT:109 pb
por 5 min; 40 ciclos a 94°C por 15 s, 60°C por
45 sy 72°C por 45 s; 1 ciclo a 72°C por 10 min.
452 CIT F5-GTGCCTATTTGGTTATGACA-3' 20 pL: 1X buffer, 1.2 mM MgClz, 0.4 nM dNTP, Asel PPCR (286 pb)
GGH RS-'CTACTTACTAATCCTGCCCA-3' 0.4 mM de cada oligonucleétido, 0.02 U/uL de CC:286 pb
Taq polimerasa y 1.5 pug de DNA genémico.Las CT:286, 177 y 109 pb
condiciones utilizadas fueron: 1 ciclo a 95°C TT:177 y 109 pb
por 5 min; 40 ciclos a 94°C por 15s, 55°C por
45s, 72°C por 45s; 1 ciclo a 72°C por 10 min.
-2572 CIT F5'-CCCAGAGTCCTTATTCTTAGCC-3' | 20 pL: 1X buffer, 1.2 mM MgClz, 0.4 nM dNTP, | HpyCH4IV | PPCR (298 pb)
FPGS R5-GTGCCTCCTTCACACACAG 3 0.4 mM de cada oligonucleétido, 0.02 U/uL de CC:298 pb

Taq polimerasa y 1.5 pg de DNA gendémico.Las
condiciones utilizadas fueron: 1 ciclo a 95°C
por 10 min; 40 ciclos a 95°C por 15 s, 60°C por
1 miny 72°C por 1 min; y 72°C por 7 min.

CT:298, 168 y 130 pb
TT:168y 130 pb

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, PPCR: Producto de PCR. RFLP: Fragmentos de restriccién de longitud polimorfica, pb: pares base.
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Polimorfismo Imagen de PCR Imagen de RFLP
-401 CIT 12 345678 91011121314151617181920 12 345678 91011121314151617 1819 20
GGH
109 pb
3A) 3B)
452 C/T 1234567891011121314 1516 17 1819 20 12345678910111213 141516 17 18 19 20
GGH
286pb
286pb
=177pb
109pb
30C) 3D)
QB.P. José Manuel Nﬁwa Maldonado \

——
—
o)

—




-2572 CIT
FPGS

12345678910111213141516 17181920

3E)

298 pb

1234567891011121314151617 1819 20

298 pb

168 pb
130 pb

3F)

Figura 3. Determinacion genotipica de los polimorfismos de GGH y FPGS por PCR-RFLP revelados en geles de poliacrilamida al 6% para PCR y
7% para RFLP. Panel A) PCR de -401CT GGH producto de 109 pb. Panel B) RFLP de -401CT carril 2 genotipo TT: 109 pb, carril 3 genotipo CC:61
y 48 pb, carril 5 genotipo CT:109, 61 y 48 pb. Panel C) PCR de 452CT GGH producto de 286pb. Panel D) RFLP de 452CT carril 1 genotipo CC 286
pb, carril 19 genotipo CT:286, 177 y 109 pb, no se encontrd el genotipo TT:177 y 109 pb. Panel E) PCR de -2572 CT de FPGS producto de 298 pb.
Panel F) RFLP de -2572CT carril 1 genotipo CC:298 pb, carril 5 genotipo CT:298, 168 y 130 pb, carril 6 genotipo TT:168 y 130 pb.
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V. RESULTADOS

En el presente estudio se incluyeron 159 pacientes, en su mayoria mujeres (92.4%),
diagnosticados con artritis reumatoide y atendidos en el servicio de Reumatologia y
Medicina Interna del Hospital General "Dr. Raymundo Abarca Alarcon”. La edad
promedio de los pacientes fue de 46 afios (24-70). El tiempo promedio de evolucion
de la enfermedad fue de 8 afios. Un alto porcentaje de los pacientes fue positivo a
los autoanticuerpos FR y anti-CCP (80% y 88.1% respectivamente), y alrededor de
un cuarto de la poblacion analizada, presenté un puntaje DAS28 representativo de
una alta actividad clinica. Con respecto al tratamiento, todos los pacientes contaban
con prescripcion médica de MTX, ya sea en monoterapia 0 en combinacion con otros
DMARDSs. La dosis semanal de MTX, prescrita en el total de la poblacién fue cercana

a la dosis tope recomendada (25 mg) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Caracteristicas sociodemogréficas, clinicas y de tratamiento en AR.

Total (n=159)

Género

Masculino, n (%) 12 (7.6)
Femenino, n (%) 147 (92.4)
Edad, afios 46 (24-70)
Consumo alcohol, n (%) 4 (2.5)
Habito tabaquico, n (%) 4 (2.5)
Tiempo de evolucion de la enfermedad (afios) 8 (2-29)
VSG, mm/hr 29 (9-55)
Factor reumatoide positivo (>20 UlI/mL), n (%) 128 (80)
anti-CCP positivo (>5 U/mL), n (%) 141 (88.1)
Puntaje DAS28, n (%)

<2.6 unidades, Remisién clinica 37 (23.3)
>2.6-<3.2 unidades, Actividad clinica baja 49 (30.8)
>3.2-<5.1 unidades, Actividad clinica moderada 46 (29)
>5.1 unidades, Actividad clinica alta 25 (15.8)
Tratamiento

MTX, n(%) 160 (95)
Tiempo promedio de TX, afios 1.84
Dosis acumulada MTX, mg 1720 (480-3740)
Dosis promedio MTX, mg 24 (8.9-27.5)

anti-CCP: anticuerpos anti péptidos ciclico citrulinados, TX: Tratamiento, MTX: Metotrexato DAS28:
Puntuacion de actividad de la enfermedad (28 articulaciones). Pruebas estadisticas, Los datos
mostrados representan proporciones y para variables cuantitativas se muestran medianas y
(Percentiles 5y 95).
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En la evaluacion de los parametros hematoldgicos, renales y hepaticos. El 32% de
los pacientes se identific6 con anemia, 99.25% con niveles por arriba del valor
normal de ALP y 24.53% con niveles de GGT. La alteracién en los niveles de urea
fue la menos frecuente, pero representd mas del 10% de los pacientes. Por otra
parte, el interrogatorio sobre la presencia de eventos adversos relacionados con el
consumo del MTX, reportd la presencia de nauseas (37.74%), como el evento mas
comun, seguido del dolor de cabeza y la caida del cabello, que en general pueden
clasificarse como gastrointestinales, neurolégicos y mucocutaneos. Los marcadores
de inflamacion y niveles de autoanticuerpos permitieron generar la categoria de
pacientes con respuesta al tratamiento (respondedores) o no respondedores,
clasificando a aquellos con puntaje de DAS28 menor a 3.2, como respondedores, asi
como a aquellos con marcadores de inflamacién disminuidos, de acuerdo a ello, mas
de la mitad de la poblacion analizada se clasific6 como respondedor, excepto por la
clasificacion de la VSG y hsCRP, que definieron mayor proporcion de no

respondedores (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Clasificacion de los pacientes de acuerdo a los parametros de inflamacién y serolégicos, asi como por la presencia de toxicidad y efectos adversos

en pacientes con AR tratados con metotrexato

n=159 Respuesta al tratamiento Pardmetros bioquimicos de toxicidad
Parametros Respondedor No respondedor Parametros Con/presente Sin/ausente
DAS28* 86 (54.78) 71 (45.22) TGO * 20 (12.66) 138 (87.34)
Anti-CCP* 72 (52.17) 66 (47.83) TGP * 8 (5.03) 151 (94.97)
Factor reumatoide (FR)* 70 (54.69) 58 (45.31) ALP * 133 (99.25) 1(0.75)

Leucocitos* 83 (56.85) 63 (43.15) GGT* 39 (24.53) 120 (75.47)
VSG*- 33 (47.83) 36 (52.17) Urea * 18 (11.32) 142 (88.68)
hsCRP* 21 (38.18) 34 (61.82) Creatinina * 5(3.14) 154 (96.86)

- - - Anemia * 32 (20.13) 127 (79.87)

- - - Leucopenia* 1(0.63) 158 (99.37)

Eventos adversos y téxico

- - - Vémito 25 (15.72) 134 (84.28)

- - - Nauseas 60 (37.74) 99 (62.26)

- - - Dolor abdominal 59 (37.11) 100 (62.89)

- - - Debilidad 71 (44.65) 88 (55.35)

- - - Resequedad 55 (23.9) 175 (76.08)

- - - Dolor de cabeza 59 (37.11) 100 (62.89)
Ulceras orales 14 (8.81) 145 (91.19)

- - - Caida de cabello 59 (37.11) 101 (62.89)

DAS28 <3.2, respondedor (actividad en remision y baja), >3.2 no respondedor, *alterada, TGO>35 Mu/L, TGP>35 Mu/L, ALP>35 Mu/L, GGT>41 Mu/L. Urea
40mg/dL, Creatinina 1.1 mg/dL, Anemia hb<11g/L, Leucopenia <4.5(10%L), Leucocitosis >11.5(10%L), No respondedor; Anti-CCP >5Ul/mL, FR >20Ul/mL,

VSG >30mm/h, CRP >10g/dL. Proporcion de pacientes con presencia de eventos adversos.
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El analisis de los polimorfismos en el gen GGH, demostr6 mayor frecuencia de

portadores homocigotos silvestres, seguido de los individuos heterocigotos. Como

consecuencia, en la construccion de haplotipos, el haplotipo predominante fue el CC,

seguido del TC, y su valor D° permite sugerir un desequilibrio de ligamiento

moderado, que indica una posibilidad cercana a la de segregacién independiente de

alelos. En el caso del polimorfismo FPGS -2572 C/T el genotipo predominante fue el

heterocigoto (54.09%), seguido del genotipo silvestre (Cuadro 4).

Cuadro 4. Frecuencia genotipica de los polimorfismos FPGS y GGH en pacientes con AR

Polimorfismo Genotipo Alelos n (%) Localizacién

n=159 (%)

GGH -401 C/T 5°UTR

(rs3758149)

CC 82 (51.57) C 215 (67.61)

CT 51 (32.08) T 103 (32.39)

TT 26 (16.35)

GGH 452 C/T Exon

(rs11545078)

CC 154 (96.86) C 313 (98.42)

CT 5(3.14) T 5(1.58)

TT

Haplotipos SNPs Frecuencia D', r2

GGH . .

CC 0.675 0.625, 0.013 . .

CcT 0.004

TC 0.309

TT 0.012

FPGS -2572 C>T 5°UTR

(rs1544105)

CC 43 (27.04) C 172 (54.08)

CT 86 (54.09) T 146 (45.92)

TT 30 (18.87)

Los datos mostrados representan n (proporciones)
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En la figura 4, se esquematiza la dosis de MTX prescrita semanalmente, en relacién con los genotipos de los
polimorfismos analizados. Se observa que los portadores de los genotipos silvestres reciben mayores dosis de MTX,
aunqgue soélo de manera significativa en aquellos portadores del genotipo CC del polimorfismo -401 C/T (Figura 3). Se
observo que los pacientes portadores del alelo silvestre C del polimorfismo -401 C/T de GGH presentaron una dosis
promedio mayor de MTX 25 mg/semana en comparacion con los portadores del alelo T 20 mg/semana, de manera
similar al evaluar la dosis promedio en funcién del genotipo presentado por los pacientes del polimorfismo 452 C/T
GGH se observd que los pacientes portadores del alelo C recibieron dosis mayores de MTX a comparacion de los
portadores del alelo T 24.09 mg/semana y 15 mg/semana respectivamente, esta tendencia también se observa en los
pacientes evaluados con el polimorfismo 2572 C/T de FPGS los portadores del alelo C recibieron 25 mg/semana y los

portadores del alelo T 23.33 mg/semana (Figura 9).
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Figura 4. Dosis promedio de MTX en pacientes con AR. PANEL A) Dosis promedio de MTX en pacientes con el polimorfismo GGH -401
C/T. PANEL B) Dosis promedio de MTX en pacientes con el polimorfismo GGH 452 C/T. PANEL C) Dosis promedio de MTX en pacientes con
el polimorfismo FPGS -2572 C/T.
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Para analizar la relacion farmacogenética con los parametros de toxicidad, respuesta
al tratamiento y/o eventos adversos, se realizaron modelos de regresion lineal. Los
pacientes portadores del alelo T del polimorfismo de GGH -401C/T, evidenciaron
mayor susceptibilidad para presentar paradmetros que podrian referir toxicidad
hepética (niveles de GGT y TGO por arriba de lo normal), mayor susceptibilidad de
anemia, y urea alterada, asi como con una menor respuesta al tratamiento

determinada por niveles de DAS28, pero no para presentar eventos adversos (Figura

5).
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Figura 5. Asociaciéon del polimorfismo GGH -401C/T con paradmetros de toxicidad, no respuesta al tratamiento y eventos
adversos. ALP: Panel A) Marcadores de toxicidad Panel B) Marcadores de actividad clinica Panel C) Eventos adversos. Fosfatasa
alcalina, TGP: Alanina-aminotransferasa TGO: Transaminasa Glutdmico Oxalacética, GGT: Gama glutamil-transpeptidasa, FR:
Factor reumatoide, anti-CCP: Anticuerpos anti péptido ciclico citrulinado. *CC Categoria de referencia. -Mdldelo de regresion logistica
ajustado por: edad, afios de evolucién de la enfermedad, consumo de corticoides y consumo de NSAID.
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La susceptibilidad genética determinada por el alelo T del polimorfismo de GGH
452C/T, para presentar marcadores relacionados con toxicidad hepética (TGP y
TGO) fue positiva (Figura 6), sin embargo, es importante considerar que la frecuencia

alélica identificada en esta poblacién fue baja.
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Figura 6. Asociacion del polimorfismo GGH 452 C/T con parametros de toxicidad, no respuesta al tratamiento y eventos
adversos. Panel A) Marcadores de toxicidad Panel B) Marcadores de actividad clinica Panel C) Eventos adversos. ALP: Fosfatasa
alcalina, TGP: Alanina-aminotransferasa TGO: Transaminasa Glutdmico Oxalacética, GGT: Gama glutamil-transpeptidasa, FR:
Factor reumatoide, anti-CCP: Anticuerpos anti péptido ciclico citrulinado. *CC Categoria de referencia. -Méldelo de regresion logistica
ajustado por: edad, afios de evolucién de la enfermedad, consumo de corticoides y consumo de NSAID.
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Al realizar el analisis por haplotipos, se encontr6 que los pacientes portadores del
haplotipo TC tienen una mayor susceptibilidad de presentar pobre respuesta al
tratamiento, asi como niveles elevados de Urea, TGO, GGT y anemia, que son
marcadores toxicidad renal y hepatica, ademas de presentan susceptibilidad para
presentar un evento adverso importante como lo son las ulceras orales, a pesar de

recibir dosis de MTX estandares (Figura 7).
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Figura 7. Asociacion del haplotipo TC con parametros de toxicidad, no respuesta al tratamiento y eventos adversos. Panel A)
Marcadores de toxicidad Panel B) Marcadores de actividad clinica Panel C) Eventos adversos. ALP: Fosfatasa alcalina, TGP: Alanina-
aminotransferasa TGO: Transaminasa Glutdmico Oxalacética, GGT: Gama glutamil-transpeptidasa, FR: Factor reumatoide, anti-CCP:

Anticuerpos anti péptido ciclico citrulinado.
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A pesar de la baja frecuencia del haplotipo TT, pudo determinarse su relaciéon con la
susceptibilidad a presentar marcadores de toxicidad hepdtica, particularmente con
niveles por arriba del valor normal para TGO y TGP, y con la proteccion de

prescripcion de MTX a dosis tope (Figura 8).

TGO >35Mu/L ! 1 7.75 (0.99-60.37) p=0.02

TGP >35Mu/L- 6.99 (0.95-51.31) p=0.01

Dosis MTX >20mg - 0.10 (0.01-0.74) p=0.02

OR -1012 345678 9140 50 60 70

Toxicidad

Figura 8. Asociacion del haplotipo TT con parametros de toxicidad. TGP: Alanina-aminotransferasa
TGO: Transaminasa Glutdmico Oxalacética.
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Por dltimo, los portadores del alelo T para el polimorfismo FPGS -2572 C/T
mostraron susceptibilidad para presentar anemia y ulceras orales (Figura 9), sin

embargo, aunque la asociacién fue positiva estas no alcanzaron la significancia

estadistica.
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Figura 9. Asociacion del polimorfismo FPGS -2572 C/T con parametros de toxicidad, respuesta al tratamiento y eventos
adversos. Panel A) Marcadores de toxicidad Panel B) Marcadores de actividad clinica Panel C) Eventos adversos. ALP: Fosfatasa
alcalina, TGP: Alanina-aminotransferasa TGO: Transaminasa Glutdmico Oxalacética, GGT: Gama glutamil-transpeptidasa, FR:
Factor reumatoide, anti-CCP: Anticuerpos anti péptido ciclico citrulinado. *CC Categoria de referencia. -Mdldelo de regresion logistica
ajustado por: edad, afios de evolucion de la enfermedad, consumo de corticoides y consumo de NSAID.
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VI. DISCUSION

Los pacientes diagnosticados con AR son monitoreados a través de diferentes
herramientas con el fin de determinar el estado de salud del paciente, la actividad
clinica de la enfermedad y la respuesta al tratamiento. El DAS28 es una herramienta
atil para valorar la actividad clinica de la enfermedad y la respuesta farmacologica de
los pacientes (Van Riel y Renskers, 2014). Los pacientes con AR son tratados de
acuerdo al esquema sugerido por la EULAR en el cual el principal farmaco para el
tratamiento es MTX, en este estudio se determiné que los pacientes utilizan dosis
cercanas a la dosis tope recomendada, y una dosis acumulada elevada, aun cuando
el tiempo promedio de tratamiento es de 1.8 afios. La importancia de la dosis de MTX
radica en que se ha observado que el MTX tiene un efecto acumulativo en los
organos blanco del farmaco ya que cuando hay un incremento de MTX intracelular
existe la posibilidad de que aumenten las cadenas de glutamato mas largas y esto a
su vez tiene un efecto en la vida media del MTX, si las cadenas son mas largas, el
tiempo de vida medio de las moléculas se incrementa y tiene efecto en el potencial
citotoxico del MTX (Yamamoto et al, 2016).

Se ha reportado que la exposicion cronica a MTX tiene como consecuencia la
toxicidad en un importante nimero de pacientes y se determina a partir de alteraciéon
en los parametros clinicos, hepéticos, hematoldgicos y renales de los pacientes. En
este estudio se observé que los pacientes presentan pardmetros clinicos alterados
de los marcadores hepaticos, la enzima ALP se encontro alterada en el 99.25% de
los pacientes, de acuerdo con Kojima et al., 2002 describen que ALP se ha asociado
con la actividad de la enfermedad en AR, ya que encontr6 que los niveles de ALP se
correlaciona directamente con los niveles de CRP (Uno de los principales
marcadores de inflamacién y actividad clinica de AR), a nivel hematolégico se
observé que el 20.13% de los pacientes presentaron anemia, que podria relacionarse
al proceso de reduccion de la biodisponibilidad de hierro y/o disminucién de la forma
eritroide en medula 6sea consecuencia de la supresion de la medula por MTX
(Garcia, et al., 2013). Kim et al., 2012 describen eventos de toxicidad inducida por
farmacos principalmente a nivel renal, en este estudio se observd que la urea fue uno

de los parametros alterados en mayor frecuencia (11.32%), pero no asociada con la
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presencia de las variantes genéticas en estudio y es que el paciente con AR se
encuentra bajo tratamiento combinado con cloroquina, leflunomida o sulfalasazina,
por lo que la alteracion renal puede ser consecuencia del efecto sinérgico del

metabolismo de mdltiples farmacos.

Ademas, la presencia de parametros alterados asociados con la administracion de
farmacos como MTX, se relaciona con la aparicion de eventos adversos de tipo
gastrointestinal, mucocutaneos y neuronales, eventos que se presentaron en una
proporcion importante de nuestros pacientes. Se ha descrito los eventos géstricos
son los mayormente presentados por pacientes con AR (Wang et al.,, 2018) esto
debido a la via de administracion oral del MTX, sin embargo Albagami et al., 2019
refieren que una de las principales causas de abandono o falta de disposicién para el
cumplimiento de la terapia es la presencia de eventos adversos gastricos. Ajmani et
al., 2017 reportaron la alteracion de parametros hematoldgicos y la presencia de
eventos adversos por ejemplo mucositis oral, fiebre, diarrea entre otros, asociados

con el tratamiento con MTX.

Los pacientes con AR tienden a presentar una respuesta farmacoldgica
interindividual al tratamiento con MTX, dado que ésta es determinada por variables
relacionadas con la dosis administrada, la edad, la condicion clinica y fisica del
paciente, pero también relacionado con variantes genéticas relacionadas a genes
involucrados en el metabolismo de los farmacos, por lo que el fracaso al tratamiento
se ha asociado con polimorfismos en la ruta metabdlica del MTX (Soukup et al.,
2018),0 con un pobre respuesta clinica, asi como toxicidad al no poder

metabolizarlos de manera adecuada (Restrepo et al., 2016).

Como se menciond anteriormente la dosis juega un rol importante en la toxicidad
aunado con la probabilidad de que los pacientes presenten polimorfismos en los
genes encargados de codificar las enzimas implicadas en el metabolismo del MTX,
(Schiff y Sadowski, 2017) y el posible desarrollo de toxicidad (Dervieux et al., 2010)
caracterizados por alteracion de diversos parametros bioquimicos y la presencia de

eventos adversos al medicamento (Ajmani et al., 2017).
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En México Organista et al., 2013 determind en un grupo de pacientes con Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA) tratados con MTX la asociacion de los polimorfismos -401
C/T y 452CIT en el gen GGH con las frecuencias genotipicas fueron similares a las
reportadas en los pacientes con AR del presente estudio, dada la proximidad

genética de las poblaciones de estudio.

Spooner et al., 1982 reportaron un incremento de la enzima TGO en pacientes
tratados con MTX, sin embargo, no evallan evaluaron su relacion con la presencia
de algunos polimorfismos. En este estudio se observé que de los marcadores de
respuesta al tratamiento se observo que los pacientes portadores del alelo T tienen
un riesgo mayor de presentar niveles elevados de CRP (4.89), FR (OR=3.09) y
DAS28 (OR=2.68), para los eventos adversos se observo que para los portadores del
alelo T presentaron un mayor riesgo de presentar eventos adversos como caida de

cabello y resequedad.

La diferencia en la dosis administrada en los pacientes puede ser explicada por el
efecto de los polimorfismos sobre la capacidad del paciente para expulsar o retener
el MTX en las células, a partir de esto se han desarrollado metodologias que
permiten comprobar a través de ensayos funcionales el efecto de los polimorfismos
de acuerdo a su localizaciéon y el efecto que tiene en la enzima, relevante a esto un
estudio realizado por chave Chave et al., 2003 realizaron transfecciones en lineas
celulares hepaticas y de cancer de mama con segmentos del gen de GGH en donde
se ubican los polimorfismos -401 C/T y 452 C/T y de manera funcional a través de
ensayos de luciferesa comprobaron que el polimorfismo -401 C/T al estar en la
regibn promotora del gen tiene como resultado un aumento de 2 veces en la
transcripcion de la enzima GGH, lo que conlleva un incremento en la traduccién y a
su vez un incremento en la transcripcion de GGH, explicando por qué los pacientes
podrian requerir menores dosis de MTX cuando presentan la forma alélica C que
presentan una trascripcion y traduccibn menor en comparacion de cuando se
presenta el alelo T, favoreciendo una cantidad de enzimas menor que a Su vez
implica a una disminucion en la remocion de residuos de glutamato, lo que confiere a

los metabolitos un mayor tiempo dentro de las células, observandose en los
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pacientes como una pobre respuesta a la terapia e incremento de marcadores de
toxicidad esto en cuanto al polimorfismo -401 C/T, el polimorfismo 452 C/T se
encuentra ubicado en la regidn codificante de la enzima especificamente en el exon
6 que codifica para region catalitica de la enzima cuando existe el polimorfismo da
lugar a un cambio en el amino&cido que codifica, pasando de una treonina a
isoleucina que seria un cambio de un aminoacido hidrofilacio a uno hidrofébico, este
cambio se ha descrito que reduce la capacidad catalitica de la enzima lo que se ha
demostrado que tiene como consecuencia que los pacientes lleguen a presentar
toxicidad o la aparicion de eventos adversos, sin embargo en un estudio realizado
por Jonasson et al.,, 2002 al transfectar el gen de la enzima con la variante
polimorfica en cepas de E. coli y comparando con la enzima silvestre encontraron
que no hay una diferencia entre la actividad catalitica de ambas enzimas, no
obstante Chave et al., 2003 describen que las asociaciones observadas hasta el
momento podrian ser consecuencia de la falta de glicosilacion, consecuencia de la
modificacion de aminoacidos generado por el polimorfismo al no presentar la
glicosilacién podria afectar la localizacion intracelular de la enzima impidiendo su

funcion.

Al evaluar el polimorfismo 452C/T de GGH se observé que la presencia del alelo T
incrementa el riesgo de presentar niveles elevados en pardmetros de toxicidad TGP
(OR=6.70), TGO (OR=1.67) y de actividad clinica asociada a la pobre respuesta al
tratamiento (DAS28 OR=1.65) y eventos adversos como resequedad (OR=2.19) y
debilidad (OR=2.11). Sin embargo, no se encontré una asociacion estadisticamente
significativa esto probablemente debido a la baja frecuencia de portadores del alelo
T, aunado al hecho de que los pacientes recibian dosis diferentes de MTX, a pesar
de lo anterior se puede observar que la presencia de este polimorfismo tiene una

influencia sobre la toxicidad y respuesta al tratamiento.

Posteriormente se realizd la construccion de haplotipos con la combinacion de alelos
en de los polimorfismos de GGH, con el fin de determinar que combinacién alélica se
asociaba con marcadores de toxicidad, respuesta al tratamiento y la presencia de

eventos adversos encontrando que la combinacion de alelos TC fueron los que se
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asociaron con un mayor riesgo de presentar mayores niveles de marcadores de
toxicidad como: urea (OR=2.0), GGT (OR=1.24), pobre respuesta al tratamiento:
DAS28 (OR=1.81 p=0.01) lo que sugiere que la combinacion TC de los pacientes
portadores de ambos alelos presentan un mayor riesgo de presentar puntuaciones
elevadas de DAS28, lo que indicaria una falta de respuesta al tratamiento y eventos
adversos del cual el evento adverso es ulceras orales (OR=1.46) fue el que presento
mayor riesgo y se podria relacionar con la via de administracion oral debido a que es
la region anatdmica que tiene mayor contacto con el MTX, conllevando a una
citotoxicidad, ademas de una exposicion prolongada ya que el tratamiento puede
durar afios dependiendo de la respuesta del paciente. Consecutivamente se realizo
la asociacion con el haplotipo TT y marcadores de toxicidad hepatica encontrando
que se asocio de manera estadisticamente significativa con TGO (OR=7.75 p=0.02) y
TGP (OR=6.99 p=0.01), sin embargo, la frecuencia de esta combinacion es bastante
baja (1.2%) ademas todo lo anterior podria ser explicado por el incremento de la
enzima GGH lo promueve la salida de MTX y la posible acumulacién en higado que
es el organo encarado del aclaramiento del MTX lo que explicaria el incremento en

las enzimas hepéticas.

Para el caso del polimorfismo -2572 C/T de FPGS es un polimorfismo que se ha
asociado con la disminucion en la transcripcion de FPGS Liu et al., 2013 realizaron
PCR en tiempo real para determinar el nivel de transcripcion de FPGS en pacientes
que presentaban el polimorfismo -2572 y observaron que en presencia del
polimorfismo disminuyo 1.5 veces el transcrito de FPGS, la enzima juega un papel
importante en la activacion del MTX y a su vez con la permanencia del MTX dentro
de las células promoviendo la citotoxicidad cuando no hay un buen equilibro en las
concentraciones enzimaticas de FPGS, en el estudio realizado por Liu no
encontraron asociacién con parametros de toxicidad, en nuestro estudio se asoci6
con un riesgo de presentar niveles elevados de Ac. Urico (OR=2.68) anemia
(OR=2.04) TGO (OR=1.50), FR (OR=1.69), CRP (OR=1.56), leucocitos (OR=1.07) y
presentar eventos adversos como debilidad, dolor de cabeza, caida de cabello y
dolor abdominal, este efecto podria deberse a la compensacion dada por la

presencia de otros polimorfismos que podrian presentar las enzimas, también la dieta
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o la suplementacibn con folato puede jugar un papel importante en la
poliglutamacion, ya que no solo se llevaria en el MTX, sino también las reservas de

folato intracelulares competirian por la poliglutamacion(Liu et al., 2013).

En la respuesta al tratamiento se ha observado que se modifica en pacientes que
presentan polimorfismo el polimorfismo -401 C/T con algunas de las herramientas y
predictores clinicos de respuesta al tratamiento y se observo un incremento en el
riesgo de presentar niveles elevados de CRP (OR=4.89), FR (OR=3.09) y DAS28
(OR=2.68), para el polimorfismo 452C/T de GGH se incrementé el riesgo de
presentar mayores niveles de actividad clinica DAS28 (OR=1.65) y para el caso del
polimorfismo -2572 C/T de FPGS se asocid con un riesgo de presentar niveles
mayores de FR (OR=1.69), sin embargo, se observd que los pacientes tendian a
presentar mayores niveles de CRPhs, esto es importante ya que se ha observado
que pacientes tratados con altos niveles de CRPhs tienen un mayor riesgo de no
responder a MTX (Aramaki et al., 2018).

La toxicidad farmacoldgica y respuesta al tratamiento con MTX en pacientes con AR,
es resultado de una compleja interaccibn génica, modulada por la variabilidad
terapéutica relacionada con la dosis y combinacion farmacoldgica, incluso con
variables de tipo ambiental. A pesar de ello, en este estudio se evidencia la
importancia de la evaluacion de los polimorfismos implicados en la via del folato con
relacion al esquema de tratamiento, ya que de acuerdo a la literatura y a lo
observado en este estudio la respuesta farmacolégica se encuentra estrechamente
relacionada con las variantes genéticas de las poblaciones, un esquema menos
generalizado promoveria una mejor respuesta al tratamiento asi como una
disminucién en la frecuencia de eventos adversos y presencia de toxicidad
farmacoldgica, contribuyendo a un mejor seguimiento del tratamiento por parte del

paciente.
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VII. CONCLUSIONES
Los pacientes portadores del alelo T del polimorfismo -401 C/T de GGH presentan

mayores niveles de marcadores de toxicidad inducida por MTX.

Los pacientes portadores del alelo T del polimorfismo 452 C/T de GGH, presentan un
riesgo mayor de presentar niveles elevados de TGP, TGO y marcadores de pobre

respuesta al tratamiento definidos por la elevada actividad clinica (DAS28).

El haplotipo TC de los polimorfismos -401 CT y 452 CT de GGH se asocio con la
falta respuesta al tratamiento y altos niveles de urea mientras que el haplotipo TT se

asocié con toxicidad hepatica a bajas concentraciones de MTX.

Los pacientes portadores del alelo T del polimorfismo -2572 C/T de FPGS, tienen un
riesgo mayor de presentar niveles alterados de Acido Urico y eventos adversos,

principalmente gastricos y mucocutaneos.
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